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RESUMEN 

La prolactina (PRL) es una hormona de origen principalmente hipolisario que 

también es sintetizada y secretada por las células mononucleares (CMN). 

Funcionalmente, la PRL se ha reconocido como una citocina, ya que, además de ser 

sintetizada por las células del sistema inmunológico, contribuye a los efectos de 

proliferación y a la síntesis de linfocinas y sus receptores en las célul<ts del sistema 

inmunológico. En la hipófisis, Ja síntesis y secreción de PRL es regulada 

negátivamente por la dopamina hipotalámica. Sin embargo. los mecanismos que 

· regulan' su síntesis a nivel linfocitario aún no se han establecido. La presencia de 
,, • J, ,. 

reb~~tores de tipo 03 y Ds de la dopamina en la membrana de los linfocitos, y la 

síntesis de álgunas catecolaminas como la dopaminu en estas mismas células 

(Be~~quist J, et al 1994), sugiere mecanismos de regulución autocrina sobre la 

.· síntesis de la PRL. Por otra parte, existe un modelo interesante en el que la 

· secreCión dela PRL linfocitaria está aumcntadu, el lupus eritematoso generalizado 
. , ' ,,. "¡' 

(Í:..EÜ).;EsiJdios previos han infonnado que sujetos que cursan con esta 

eriferht~d~d· ~~toinmune presentan concentraciones disminuidas de los metabolitos 
' -··· -·:,·,·-·,._:,'. ·. 

de la dophrl1ina; sugiriendo una dcsregulación a nivel neuroendocrino que pudiera 

alte~ii; GJ~~rlcentraciones de la PRL periférica y su síntesis a nivel linfociturio. El 

objetivo~~(presente trabajo fue estudiar la regulución de lu expresión del gen de la 
' ~ ' 

prola(:tiha erilinfoeitos normales (grupo control) y de pacientes con LEG posterior 

a.· I~ ::adrl1iryistración in vivo de un agente antagonista dopaminérgico, la 

m~toc1rií).iahtida. Los resultados del presente estudio demostraron que tanto la 

s~~f~dióif:'.~~Wio la expresión del gen de la PRL linfocitaria aumentaron posterior a 
, .:;·· '~. 'i " ,. ·:- -. " .·' 

la_adh,inistración in vivo de la metoclopramida sólo en el grupo control, no así en el 

g~u~Ü con LEG. En conclusión, tanto la secreción de la PRL de origen linfocitario 
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como la expresión del gen se encuentran regulados por el sistema dopaminérgico y 

esta regulación está alteradaº en el LEO. 
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INTRODUCCIÓN 

GENERALIDADES DE LA Pl{OLACTINA 

La prolactina (PRL) es una hormona proteínica, sintetizada y secretada 

principalmente en los lactotropos hipofisarios (células acidófilas de la hipófisis 

anterior). La PRL es una hormona con múltiples funciones y a través de su 

interacción con receptores específicos localizados en la superficie de las células 

blanco ejerce una importante variedad de efectos biológicos. Actualmente, se 

conocen más de 300 acciones biológicas de la PRL que incluyen no sólo su 

participación en el área reproductiva o la lactancia, sino también en la homeostasis 

del organismo (Freeman ME et al, 2000). Las numerosas funciones y efectos de la 

PRL en diferentes sistemas vivos, incluyendo al humano, pueden ser clasificadas en 

las siguientes seis categorías: la reproducción, el crecimiento y desarrollo, el 

balance de líquidos y elcctrolitos, la inmunorrcgulacion, la conducta y el 

metabolismo (Larrea F et al, 1993). La PRL, además de la glándula hipofisaria, es 

sintetizada y secretada ampliamente en diferentes sitios del organismo: el 

hipotálamo, el miometrio uterino, la decidua placentaria, la glándula mamaria, la 

glándula adrenal, la próstata, la glándula uretral, los islotes pancreáticos y en las 

· células del sistema inmunológico (Sinha YN, 1995). 

Estudios recientes indican que la PRL tiene un importante papel modulador en el 

sistema inmunológico y sugieren su influencia en algunas enfermedades 

autoinmunes como el lupus eritematoso generalizado (LEG) (Jara LJ et al, 1992). 

Sin embargo, el origen de elevadas concentraciones de la PRL en el suero en 

pacientes con LEG aún no se ha dilucidado (Montgomery D, 2001). 

Adicionalmente, la expresión del RNAm de PRL en diferentes órganos del sistema 
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inmunológico ha generado gran interés, debido al posible papel que puede 

desempeñar la PRL en Ja patología de estas enfermedades. 

EL GEN DE LA PH.OLACTINA 

La PRL, por su estructura, sus propiedades de unión a receptores y sus propiedades 

genéticas y funcionales, pertenece a una familia de hormonas proteínicas 

conformada por la PRL, la hormona del crecimiento y el lactógeno placentario. Los 

genes que codifican para estas tres hormonas provienen de un gen ancestral común 

y,aparecieron probablemente como consecuencia de un mecanismo de duplicación 

. genética (Cooke NE et al, 1 981 ). 

El gen que codifica la síntesis de la PRL se localiza en el brazo corto (p23-p2 l. I) 

del cromosoma 6 (Owerbach D et al, 1981) y contiene en su estructura 914 pares de 

bases (pb). Este gen ocupa aproximadamente 1 O kb del genoma y consiste 

estructuralmente de cinco exones y cuatro intrones. El primer exón se encuentra 

constituido por una región 5' no codificante de 56 pb y por otra codificante de 28 

pb (Figura 1 ). El resto de la porción del gen contiene el segundo ( 176 pb ), el 

tercero (l 08 pb), el cuarto ( 180 pb) y el quinto exón ( 189 pb), incluyendo una 

región 3' no codificante (Truong AT et al, 1984). 

En tejidos extrahipofisarios, como la decidua, el miometrio y las células del sistema 

inmunológico, existe un exón adicional, el exón 1 a, localizado en la región 5 · no 

codificante (Figura 1 ). El exón la no codificante presenta un sitio de inicio 

transcripcional 5.8 kb hacia el extremo 5' (Berwaer M et al, 1994 ), a partir del 

inicio de la transcripción hipofisaria y sufre empalmes alternativos con el primer 

exón hipofisario (exón 1). Estos empalmes generan un transcrito de 
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aproximadamente 134 pb más largo que el hipofisario. Estas variantes en los 

transcritos difieren únicamente en el tamaño de la región 5 · no codi ti cante y por lo 

tanto sus productos de traducción son idénticos a la PRL hipofisaria (Figura 1) 

(Nira BJ et al, 1996). 

Inicio de In trnnscripción 
en la dccidua 

Aumentador Promotor 
distal __________ 

1 

J proximal J 

Inicio de la transcripción 
hipolisaria 

lkgión 5'• 1 ~-u 
11romotorn ~ !"-.... "'• ~·: •. : • • • ._n 

~3' 
~111111 111 ••. 

-0.25 kb Región \ \ -5.8 kb -2.5 kb 

\ \ Inicio de la tnmscripción codilicantc 

\ '. hipofisnrin 
\ \ lb ,.. 

!legión codificnntc \ \ 5' ·-·-·-·--- 3' \ 1 1 \ \ I \ l l I \ 

\ \ ~ ', \ \ : \ : \ / \ \ 
' 1 1 ,, \1 ,, 1, ' \ 

ltNAm hi11ofisnrio \ \ 5' ¡!1ill!¡1¡:¡--·-~=~==~~=~=D 
\ 1 I 1 
1 1 I 1 
\ 1 I 1 
1 1 I 1 

ltNAm dccidunl 5' e füfü!ii!iiiJ:I 

o Sitio Pit-1 o ERE 
- Exón 

l'éptido 
sc11al 

3' 

Región no 
codificantc 

Figura 1. Diagrama del gen y del RNAm de la PRL. El promotor de la PRL presenta 3 

regiones reguladoras: 1) una región proximal con 3 sitios de unión para Pit-1, 2) una 

región distal con 8 sitios de unión para Pit-1 y una secuencia elemento de respuesta a 

estrógenos (ERE) y 3) una región supcrdistal (de -3.5 a -6 kb). En tejidos 

extrahipofisarios utiliza un promotor alterno con un sitio de inicio de la transcripción 

localizado 5.8 kb hacia el extremo 5 ·del sitio de inicio hipofisario (región superdistal). El 

RNAln en la dccidua es aproximadamente 134 pb m:ís largo en la región s· no 

codiftcante. 
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El gen de la PRL humana presenta 3 regiones de regulación transcripcional: 1) un 

'. promotor proximal conformados por 3 sitios de unión para Pit-1 entre +33 y -250 

pb, 2) un elemento distal conformado por 8 sitios de unión para Pit-1 entre -1300 y 

-1800 pb y los elementos de respuesta a estrógenos (ERE) (estas dos regiones son 

requeridas para la expresión específica del gen de la PRL a nivel hipofisario) y 3) 

una región promotora superdistal entre -3500 y -6000 pb que regula la expresión 

del gen de la PRL en tejidos extrahipofisarios (Maurer RA et al, 1990; Nira BJ et 

al, 1996). 

El R.NAm es un transcrito de aproximadamente 1 kb y codifica para una 

prehormona de 227 aminoácidos, que incluye 28 aminoácidos del péptido señal, 

denominada pre-prolactina. La pre-prolactina es hidrolizada en los ribosomas del 

retículo endoplásmico rugoso, dando origen a una PRL madura de cadena sencilla 

·. ¡ ~onstit~ida por 199 aminoácidos y 3 puentes disulfuro con un peso molecular de 

aproximadamente 23,000 Daltones (Da). Existen evidencias que sugieren la 

existenCia de variantes de la PRL como producto de empalmes del RNAm que 

implicán la retención de intrones. Sin embargo. ésta no se considera como una de 

las'principales fuentes que dan origen a las isoformas de la PRL (Sinha YN, 1995; 

\ Freeman ME et al, 2000). El producto de su síntesis, previo a su secreción, sufre 

módificaciones postraduccionales como son: la hidrólisis del péptido de señal, la 

dimerización y polimerización, la glicosilación, la fosforilación y la proteólisis de 

lafonna nativa (Neill JD et al, 1994; Sinha YN, 1995). 
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REGULACIÓN DE LA PROLACTINA 

La regulación neuroendócrina de la síntesis y secreción de la PRL hipofisaria está 

fundamentalmente bajo la inhibición tónica hipotalámica, que es ejercida 

principalmente por el sistema dopaminérgico tubcroinfundibular, específicamente 

por la dopamina. A través del sistema portal hipotálamo-hipofisario la dopamina es 

transportada para ejercer sus efectos sobre los lactotropos hipofisarios (Nira BJ, 

1985;. Demaria JE, 2000). Adicionalmente, la PRL por sí misma modifica la 

actividad dopaminérgica del hipotálamo por un mecanismo de retroalimentación de 

asa corta (Perkins NA et al, 1979). Por otra parte la PRL regula tanto su sintcsis 

como su liberación por un mecanismo de autorrcgulación (Devost D et al, 1999). 

En la adenohipófisis, la dopamina se une a receptores de membrana D acoplados a 

proteínas G intracelulares. De esta forma inhibe tanto la síntesis, al reprimir la 

transcripción del gen de la PRL, como la liberación de ésta, disminuyendo la 

concen~ración de AMP cíclico y calcio intracelular. El mecanismo exacto por el 

cual dopamina inhibe la síntesis de PRL aún no se ha determinado; sin embargo, en 

cultivos hipofisarios, la adición de la dopamina en los primeros segundos 

incrementa el intercambio de potasio e inactiva los canales de calcio, resultando en 

una hiperpolarización de la membrana y disminuyendo el calcio libre intracelular. 

En los siguientes minutos a horas suprime la actividad de la adenilato ciclasa, el 

metabolismo del inositol fosfato, la liberación del ácido araquidónico, y la 

expresión del gen de la PRL. Después de días, la dopamina suprime la proliferación 

celular (Nira BJ et al, 1996). Paradójicamente, bajas concentraciones de dopamina 

parecen estimular la 1 iberación de la PRL (Burris TP et al, 1992). 
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Existen otros factores de origen hipotalámico que regulan de manera inhibitoria la 

síntesis y secreción de la PRL hipolisaria, como el ácido y aminobutirico, la 

hormona liberadora de gonadotropinas y las endotelinas 1 y 2. A su vez el 

hipotálamo también contiene otros factores que han sido implicados en la 

estimulación de la secreción de la PRL hipofisaria tales como la hom10na 

liberadora de tirotropina, la colecistoquinina, la oxitocina, el péptido vasoactivo 

intestinal y la neurotensina. Dentro de los factores periféricos que modifican la 

secreción de la PRL están los productos de síntesis de las células esteroidogénicas 

del testículo, del ovario y de las glándulas suprarrenales como son los estrógenos 

(Larrea F et al, 1993). Existen elementos reguladores localizados en la región del 

promotor de la PRL con funciones tanto de estimulación como de inhibición de la 

transcripción, de los cuales se ha encontrado que receptores de hom1onas esteroides 

. ac~úan como factores de transcripción uniéndose a los ERE. Además, factores de 

· · cr~~iriiiento como la insulina (Stanlcy F et al, 1988) y el factor de crecimiento 

epid~rmal (Mundoch GH et al, 1982) estimulan la expresión del gen de la PRL 

mientras que los factores f3 transformantes la suprimen (Delidow BC et al, 1991 ). 

La PRL es también secretada mostrando un patrón rítmico de tipo circadiano y sus 

cóncentraciones varían de 20 a 25 ng/ml, siendo mayores en mujeres que en 

·hombres. La liberación de la PRL se ve alterada durante la lactancia debido al 

e~tÍ~ulo del pezón por el lactante mediante el incremento en la síntesis y secreción 

: de'J~ oxltocina. Otros factores externos importantes que alteran la liberación de la 

PRL,so.rÍ la luz, la audición, el olfato y el estrés (Freeman ME et al, 2000). 
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LA PRL Y SISTEMA INMUNOLÓGICO 

Además de los bien conocidos efectos de la PRL sobre la función lactogénica y 

reproductiva (Larrea F et al, 1993; Neill JD et al, 1994; Freeman ME et al, 2000) 

existen otros, relacionados con el papel modulatorio de esta hom10na sobre el 

sistema inmunológico. 

En años recientes se ha demostrado que la PRL ejerce diversas acciones 

fisiológicas dentro de las cuales se encuentra el mantener la regulación del sistema 

inmunológico. La PRL en el sistema inmunológico humano participa como un 

importante inmunomodulador y puede modificar la maduración, diferenciación y 

proliferación de los linfocitos (Nira BJ et al, 1996; Matera L, 1996). A este 

respecto, existen numerosos estudios sobre la relación que existe entre la PRL y el 

sistema inmunológico que demuestran que: 1) la PRL estimula la expresión de 

mediadores inmunológicos como la IL-2 y su receptor, entre otras acciones, por lo 

que funcionalmente ha sido reconocida como una citocina (Murherjee P et al, 1990; 

Viselli SM et al, 1991 ), 2) la expresión del RNAm de la PRL en células de timo, 

bazo, amígdalas, nódulos linfáticos, timomas y linfomas, en estos dos últimos se 

encuentra muy disperso y parece intervenir en la progresión de tumores (Wu H et 

al, 1997), 3) los receptores de PRL son expresados en linfocitos By T, 4) la adición 

de anticuerpos específicos contra la PRL inhibe la proliferación de los linfocitos en 

cultivo, lo que sugiere que la PRL puede tener mecanismos de acción autócrinos y 

parácrinos (Pellegrini 1 et al, 1992), 5) la hipofisectomia y/o tratamiento con un 

agente agonista de la dopamina, la bromocriptina, se acompaña de una deficiente 

respuesta en el sistema inmunológico celular y tumoral que puede ser restaurada 

por la PRL exógena, lo que sugiere que la PRL hipofisaria modula la función 

normal de los linfocitos y 6) la PRL estimula la producción de timulina (hormona 
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límica), un importante modulador del crecimiento y diferenciación de timocitos 

(Dardenne M et al, 1989). 

Diversas células del sistema inmunológico como el timo, el bazo y las CMN 

contienen el RNAm de la PRL y secretan una PRL bioactiva de tamaño similar a la 

hipofisaria. La PRL inmunorreactiva de 22 kDa se ha detectado tanto en las células 

del sistema inmunológico murino (Montgomery et al, 1990) como humano (Wu 1-1 

et al, 1996). Además, se han reportado diversas isoformas como la de 11 kDa en 

timocitos y linfocitos (Montgomery et al, 1992), las de 46 y 48 kDa en esplenocitos 

(Shah GN et al, 1991; Freeman ME et al, 2000) y la de 60 kDa en células 

mononucleares (Sabharwal P et al, 1992; Larrea F et al. 1997). 

La regulación de la secreción de la PRL a nivel linfocitario, así como su papel en la 

, autoinmunidad aún no han sido determinados: sin embargo, la presencia de 

receptores para dopamina en la superficie de los linfocitos, sugiere mecanismos de 

regulación similares a los que ocurren a nivel hipofisario. La caracterización 

farmacológica de los receptores de dopamina en los linfocitos sugiere la presencia 

predominante de receptores de tipo D4 y Ds (Santambrogio et al, 1993: Ricci A et 

al, 1994; Bondy B et al, 1996), más que receptores de tipo D2 localizados en los 

lactotropos. Sin embargo en linfocitos de rata, se ha detem1inado la presencia del 

RNAm de los receptores de tipo DI, DJ y Ds (Caronti B et al, 1998). Por otra parte 

se ha demostrado que los linfocitos almacenan y sintetizan algunas catecolaminas, 

específicamente la dopamina, que influye en la función de regulación de estas 

células de fomm autocrina (Bergquist Jet al, 1994) 

El papel de la PRL en patologías del sistema inmunológico aún no se ha dilucidado. 

Las evidencias observadas en modelos animales y sustentadas por estudios clínicos 
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sugieren la influencia de la PRL en el curso de algunas enfennedades autoinmunes, 

como el Lupus Eritematoso Generalizado (LEG), donde existe una correlación 

entre las concentraciones de PRL y la actividad de la enfermedad (McMurray R, 

1991; Elboume KB el al, 1998). El LEG es una enfcm1edad crónica, inflamatoria 

muliifactorial con remisiones espontáneas, atribuida en parte a la existencia en el 

suero de numerosos anticuerpos contra proteínas nucleares y también contra otros 

componentes de las células. Reportes previos han revelado la secreción aumentada 

de la PRL por cél.ulas mononucleares mantenidas en cultivo de mujeres con LEG 

en comparación con células de mujeres sanas (Gutiérrez MA el al, 1995; Larrea F 

et al, 1997). Además, diferentes estudios clínicos han reportado la presencia de 

cantidades elevadas de diversos autoanticuerpos en pacientes con 

hiperprolactinemia (Jara LJ et al, 1992). Otros autores han descrito concentraciones 

elevadas de PRL en pacientes con enfcm1cdadcs autoinmunes y sobre todo en 

pacientes con LEG en un porcentaje del 2-31 % de los casos (Jara LJ el al, 1992; 

Buskila D et al, 1996; Jimena P et al, 1998). Adicionalmente, estos sujetos 

presentan mayor producción de PRL linfocitaria, lo que podría contribuir al 

aumento en las concentraciones circulantes de esta hom1ona (Sabharwal P et al, 

1992; Larrea F et al, 1997). Por otra parte, se ha demostrado la reducción en las 

concentraciones de PRL en pacientes con LEG mediante terapia con bajas dosis de 

bromocriptina en los que, además, disminuye la actividad de la enfcm1edad 

(Walker SE, 2001). En los pacientes masculinos con LEG, la hiperprolactinemia es 

un fenómeno común (Lavalle C et al, 1987). En las mujeres, la intensa actividad del 

LEG se relaciona con periodos de intensa actividad hormonal durante la secreción 

cíclica y constante de estrógenos y PRL (Compañ-González DA et al, 1996). 
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Retomando lo antes mencionado, los mecanismos que regulan la síntesis y 

secreción de PRL a nivel linfocitario aún no se han establecido. Sin embargo, la 

síntesis de catecolaminas como la dopamina (Bergquist J et al, 1994) y la presencia 

de receptores para esta molécula en células del sistema inmunológico, sugiere 

mecanismos de regulación autocrina sobre la síntesis de la PRL a nivel linfocitario 

(Bondy B et al 1996). Lo anterior aunado a que en el nuestro y otros laboratorios se 

demostró que en cultivos de células mononucleares de pacientes con lupus 

eritematoso generalizado (LEG), la secreción de la PRL está aumentada (Gutiérrez 

MA et al, 1995; Larrea F et al; 1997). Por lo cual en el presente trabajo se planteó 

evaluar la influencia del sistema dopaminérgico en la regulación de la síntesis y 

secreción de la PRL a nivel inmunológico. 
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HIPÓTESIS 

El sistema dopaminérgico tiene influencia tanto en la secreción como en la 

expresión del gen de la PRL a nivel periférico (linfocitos), de manera similar a lo 

que ocurre a nivel central (hipotálamo-hipofisario). 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la regulación de la expresión del gen de la prolactina por un agente 

antagonista dopaminérgico en linfocitos nonnales y de pacientes con lupus 

eritematoso generalizado. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Valorar la expresión del RNA mensajero de la PRL en células mononucleares de 

mujeres sanas y con lupus eritematoso generalizado. 

2) Evaluar la secreción de la PRL por las células mononucleares en respuesta al 

bloqueo dopaminérgico in vivo con metoclopramida en mujeres sanas y con lupus 

eritematoso generalizado. 

3) Evaluar la expresión del RNA mensajero de la PRL por las células 

mononucleares en respuesta al bloqueo dopaminérgico in vivo con metoclopramida 

en mujeres sanas y con lupus eritematoso generalizado. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigación Biomédica en Humanos 

del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutrición Salvador Zubirán. 

l) SUJETOS 

El estudio se realizó en dos poblaciones: una confomrnda por mujeres con 

diagnóstico de lupus eritematoso generalizado (LEG) y otra por mujeres sanas que 

conformaron el grupo control. Ambos grupos estuvieron fomrndos por mujeres con 

ciclos menstruales regulares, sin trastornos endocrinológicos, sin tratamiento 

hormonal ni inmunosupresor. A las mujeres se les administró por vía oral 1 O mg 

del agente antagonista dopaminérgico metoclopramida, con la finalidad de bloquear 

·in vivo el efecto de la dopamina en la síntesis de la prolactina (PRL). Se obtuvieron 

muestras de sangre venosa al tiempo basal (t=O') y a los 90 minutos (t=90') del 

. estímulo antidopaminérgico, tiempo en el que se ha demostrado que la 

metoclopramida provoca la resP_uesta máxima en ténninos de la liberación de la 

PRL a la circulación. De estas muestras de sangre se obtuvieron las células 

mononucleares (CMN). 

2) MÉTODOS 

l. Cultivo de células mononuclcarcs 

Las células mononucleares (CMN) se extrajeron de sangre periférica de la vena 

anterocubital utilizando EDT A al 5%, como agente anticoagulante. Las células se 

obtuvieron por gradientes de LymphoprepTM (NYCOMED). Las CMN fueron 
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recuperadas de la interfase, que se lavó dos veces con medio RPMI 1624 

(GIBCO/BRL) complementado con L-glutamina y bicarbonato de sodio, pH 7.4. 

centrifugándose a 1200 rpm durante 1 O minutos. Las células se resuspendieron en 

medio AIM-V® (GIBCO/BRL) libre de sueros. complementado con L-glutamina. 

50 µg/mL de sulfato de estreptomicina, 1 O ~1g/mL de sulfato de gentamicina, USP. 

La viabilidad de las células se detenninó por tinción vital con azul de tripán. 

ajustándose a una concentración de 1 x 106 células/mi de medio AIM-V®. 

Finalmente, las CMN se incubaron en presencia o ausencia de concavalina A 

(SIGMA) a una concentración final de 4.0 1ll/ml durante 72 h, a 37°C, en una 

atmósfera con 95% de aire y 5% C02• Al ténnino de la incubación, las CMN se 

separaron del medio de cultivo centrifugando a 2500 rpm durante 1 O minutos y 

tanto el medio como las células se congelaron a -70 ºe hasta su procesamiento. 

11. Determinación de la secreción de PRL linfocitaria 

En los medios de cultivo de las CMN, se cuantificó la concentración de PRL a 

través de su capacidad de inducir la proliferación de las células del linfoma Nb2 de 

la rata (Tanaka et al, 1980). 

Bioensayo Nb2 

Las células Nb2 fueron detenidas en fase temprana Go del ciclo celular, mediante 

pre-incubación durante 24 h en medio de estación, el cual contenía medio Fishcr 

(GIBCO/BRL), complementado con 10% de suero de caballo, 1 % de suero fetal de 

ternera, solución de 13-mercaptoetanol al 6.6%, 1 O,OOOU-1 Omg/ml de penicilina

estreptomicina y solución de bicarbonato de sodio al 7.5 %, pH 7.4. Transcurrido el 

tiempo de pre-incubación, se reinició el ciclo celular estimulando con 
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concentraciones· crecientes de PRL humana hipofisaria altamente purificada 

(NIDDK hPRL RP-2) que sirvió como curva estándar del ensayo. La PRL humana 

se diluyó en medio de ensayo, el cual contenía medio Fisher (GIBCO/BRL), 

complementado con 10% de suero de caballo, solución de Jl-mercaptoetanol al 

6.6%, 1 O,OOOU- IOmg/ml de penicilina-estreptomicina y solución de bicarbonato de 

sodio al 7.5 %, pl-I 7.4. La PRL bioactiva se cuantificó mediante la incubación de 

las células Nb2 con el medio de cultivo de las CMN durante 72 h, a 37°C, en una 

atmósfera con 95% de aire y 5% C02• Al término de la incubación, se determinó la 

concentración de la PRL secretada por las CMN, por su capacidad de inducir la 

mitosis y proliferación de las células de linfoma de rata Nb2 utilizando para ello el 

paquete comercial Cell Prolifcration Kit 11 (X'IT, Roche), el cual se basa en un 

método colorimétrico. Los valores desconocidos se interpolaron sobre las 

absorbancias dadas por la curva estándar. Los datos se analizaron mediante la 

prueba estadística t de student (n= 19 controles, n= 14 LEG). 

111. Determinación de la expresión del RNAm de la PRL 

Se valoró la expresión del RNAm de la PRL en las CMN obtenidas. Para esta 

finalidad se realizaron los siguientes métodos: 

a) Extracción de RNA total 

El RNA total se extrajo de las CMN por el método modificado de TRizol®, que es 

una solución monofásica de isotiocianato de guanidina y fenol (GIBCO/BRL) 

(Chomczynski y Sacchi, 1987). La función del TRizol® es romper las células y 

desnaturalizar las nucleasas endógenas, manteniendo la integridad de RNA en la 

muestra. A las CMN se les adicionó 1 mi de TRlzol® por cada 5 x 106 células. 
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Posteriormente, la adición de cloroformo (se adicionó 0.2 mi de cloroformo por 

cada mi de TRizol® usado) al extracto celular seguida por la centrifugación de la 

mezcla generó 3 fases: una fase acuosa o incolora (superior), una interfase blanca y 

una fase orgánica roja (inferior). A partir de la fase acuosa, el RNA fue recuperado 

por precipitación con isopropanol (se adicionó 0.5 mi de isopropanol por cada mi 

de TRizol® usado), lavado con etanol al 80% (se adicionó 1 mi de EtOH por cada 

mi de TRizol® usado) y resuspendido en agua tratada con dietilpirocarbonato. 

Finalmente, el RNA extraído se cuantificó por espectrofoton1etría a una t.=260 nm 

y se congeló a -70°C, para posteriormente ser procesado en la reacción de RT-

PCR. 

b) Obtención de la sonda de PRL purificada 

Para el desarrollo de este estudio se obtuvo un fragmento de DNA complementario 

altamente purificado correspondiente a la secuencia de la PRL humana. Este 

fragmento se utilizó como control positivo en el procesamiento de las muestras por 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y se generó a partir del plásmido 

pBR322-hPRL (Cooke y cols, 1981 ), donado por la Dra. Cannen Clapp del Centro 

de Neurobiología, UNAM. El plásmido pBR322-hPRL tiene insertado un 

fragmento de 914 pb del gen de la PRL humana, y contiene el gen de resistencia 

para tetraciclina (Te). El DNA insertado en el sitio de restricción para Pst 1 dentro 

del gen de resistencia para Amp interfiere con la función de este gen y hace a la 

bacteria portadora de este plásmido sensible a la ampicilina (Figura 2). 
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pBR322 
4361 pb 

Te': resistencia a 
tetraciclina 

Amp': resistencia 
a ampicilina 

Figura 2. Mapa de restricción del plásmido pBR322. El plásmido pBR322 es una 

molécula de DNA circular de doble cadena de 4361 pb de largo. El plásmido tiene 

insertado un fragmento de 914 pb del gen de la PRL humana (pBR322-hl'RL) y contiene 

el gen de resistencia para tetraciclina (Te). El peso molecular del plásmido pBR322 es de 

2.83 x 106 Daltones. 

bl) Transformación de bacterias competentes por el método de CaCh 

Con el objeto de amplificarlo, el plásmido PBR322-hPRL fue introducido a las 

bacterias Escherichia coli de la cepa DH5a por el método de transformación. Para 

esta finalidad, se cultivaron bacterias de Eschcrichia coli a 37°C con agitación 

moderada (300 rpm) durante toda la noche en el medio nutritivo no selectivo Luria 

. Bertani (LB) líquido, pH 7.4. Transcurrido el tiempo de incubación, el cultivo se 

diluyó 1/100 en medio LB en un frasco estéril y se incubó nuevamente a 37ºC 

durante 24 h. La densidad celular se monitoreó midiendo la absorbancia (/...=590 
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nm) hasta que alcanzó un valor de 0.375 correspondiente a la fase logarítmica del 

.. crecimiento bacteriano. Las células bacterianas fueron concentradas por 

centrifugación a 3000 rpm y resuspcndidas en solución de CaCl2 (50 mM CaCl 2, 

15% v:v glicerol, 1 O mM PIPES; pH 7), con la finalidad de hacerlas competentes, 

· es decir, conferirles la capacidad de absorber el DNA plasmidico. Por último, las 

c.élulas bacterianas competentes se congelaron inmediatamente a -70°C, en 

volúmenes de 250 µl para su almacenamiento. 

A·;• las células bacterianas competentes se les adicionó 1 O ng de DNA 
:.:. . 

plasmídico/25µ1 H20 y se dejó reposar en hielo durante 30 min. Posteriormente, las 

células bacterianas competentes se hicieron permeables al DNA plasmídico por un 

proceso de desequilibrio térmico, que consistió en poner las células a 42°C por 45 

seg e inmediatamente pasarlas a baño de hielo donde se dejaron 5 min. 

Posteriormente, a las células bacterianas competentes se les adicionó 1 mi de medio 

LB y se incubaron a 37°C con agitación constante durante 1 h para pennitir la 

síntesis del plásmido. Tenninada la incubación, las células bacterianas competentes 

que incorporaron el DNA del plásmido se seleccionaron con base en su crecimiento 

en presencia de 12.5 ~tg/~tl de tetraciclina. Para esta finalidad se sembraron 100 µl 

del concentrado bacteriano y diluciones 1 :2 y 1 :5 del mismo concentrado, en medio 

· LB en fase sólida con tetraciclina, donde el plásmido introducido les confiere 

resistencia y por lo tanto crecen a pesar de la presencia de este antibiótico. 

Finalmente, las placas del cultivo se incubaron a 37°C durante 24 h. 

De las células bacterianas transfommdas con el DNA de interés se seleccionó una 

colonia aislada y se cultivó en 5 mi de medio LB líquido, pH 7.4 conteniendo 12.5 

µg/ml de tetraciclina a 37°C con agitación vigorosa durante toda la noche . A estos 

cultivos en medio líquido se les adicionó glicerol al 15% v:v, con la finalidad de 
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proporcionarles un ambiente adecuado para su congelación. Se separaron en 

volúmenes de mi y se congelaron a - 70°C, para almacenarlos y posteriom1ente 

ser utilizados en la purificación de DNA plasmidico con las técnicas mini y 

midipreparación. 

b2) Minipreparación de los plásmidos 

Esta técnica se utilizó para purificar y verificar la integridad de pequeñas 

cantidades de DNA de plásmidos introducidos en las bacterias. Se utilizaron 

membranas de sílica gel incluidas en el estuche comercial QIAprcp® Miniprep 

siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial QIAGEN lnc. El 

procedimiento está basado en la lisis alcalina de células bacterianas seguido por la 

absorción del DNA en silica, en presencia de un alta concentración de sales. l~ste 

consiste en cuatro pasos básicos: a) preparación y aclaramiento de lisado 

bacteriano, b) adsorción del DNA en la membrana QIAprep®, e) lavado y elución 

del DNA plasmidico y d) cuantificación de DNA plasmidico midiendo la 

absorbancia a una A.=260 nm. 

b3) Midipreparación de los plásmidos 

Esta técnica se utilizó para la purificación de una mayor cantidad de DNA 

plasmídico a partir de las bacterias transformadas. Se utilizó el estuche comercial 

QIAfilter® Plasmid Midi siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial 

QIAGEN lnc. El procedimiento consistió en purificar el DNA plasmidico de 

proteínas, de impurezas de bajo peso molecular, de DNA bacteriano y de RNA 

plasmídico. Se utilizó una columna con resina de intercambio iónico, a la que sólo 

se unió el DNA plasmidico mediante la interacción entre los fosfatos cargados 
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negativamente del DNA plasmídico y los grupos cargados positivamente del 

dietilaminoetanol de la superficie de la resina. El DNA se recuperó de la columna 

por elución con una solución concentrada de sales ( 1 .25 M NaCI, 0.05 M Tris-base, 

15% v:v isopropanol)y se precipitó con isopropanol. Se lavó con etanol al 70% a 

temperatura ambiente. El precipitado si! resuspendió en solución TE ( 1 O mM Tris

HCI pl-I 8.0, 1 mM EDTA), obteniendo así un DNA altamente purificado. 

·Finalmente, se cuantificó la cantidad de DNA presente en la muestra midiendo la 

absorbancia por espectro fotometría a una A.=260 nm. 

Para verificar ia pureza, calidad y el peso de la sonda obtenida, se procedió a la 

digestión de ésta con l O U de la enzima de restricción Pst 1 (Providencia suartii 

GIBCO/BRL), ya que tiene un sitio de restricción para esta enzima. El producto de 

la digestión se corrió en un gel de agarosa al 1 % con bromuro de etidio, en solución 

amortiguadora de corrida TBE 1 X (0.1 M úcido bórico, 0.1 M Tris base, 1 mM 

EDTA). El número de fragmentos y tamaños del mismo se compararon con el 

mapa de restricción de acuerdo a la bibliogralia (Cooke NE et al, 1981 ). 

c) Retrotranscripción y reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) 

La reacción de retrotrancripción (RT) se realizó debido a que el RNA total extraído 

de las CMN se obtuvo en pequeñas cantidades, por lo que se sintetizó la 1 • cadena 

de DNA complementario (DNAc) a partir del RNA mensajero (RNAm). 

Posteriom1ente, el DNAc se amplificó mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). 

1 µg de RNA se utilizó como molde para la síntesis del DNAc, mediante el estuche 

comercial SuperScript™ First-Strand Syntesis System de RT-PCR (GIBCO/BRL). 
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La reacción de síntesis es catalizada por la enzima Super Script 11 Rnasa H

ReversaTranscriptasa. Al término de la reacción. se inactivó la enzima adicionando 

RNAsa H (2 U/µl). El DNAc se utilizó como molde en reacciones de PCR para 

determinar la expresión del RNAm de la PRL o del RNAm constitutivo de la 

ciclofilina. 

Las siguientes son las secuencias de los oligonucleótidos sentido y antisentido que 

se utilizaron para la amplificación del DNAc de hPRL por PCR; PRL (5') 5'-GGG 

TTC ATT ACC AAG GCC ATC-3' localizado en el cxón 3 del RNAm de PRL, y 

PRL (3') 5'-TrC AGG ATG AAC CTG GCT GAC-3' que corresponde con una 

parte de los exones 4 y 5 (Figura 3). Para normalizar la expresión del RNAm de la 

PRL, se usó como control de amplificación el DNAc producto de la 

retrotranscripción del RNAm de la proteína ubicua ciclofilina (CYC), utilizando los 

siguientes oligonuclcotidos; CYC (5') 5'-CCC CAC CGT GTT CTT CGA CAT-3' 

y CYC (3') 5'-GCT GGT CTr GCC AlT CCT GGA-3'. Estos oligonucleótidos 

generaron en las muestras un producto de 276 pb para la PRL y de 453 pb para la 

CYC respectivamente. Los oligonuclcótidos fueron sintetizados por la casa 

comercial GIBCO/BRL. 

La amplificación enzimática de los fragmentos específicos del DNAc de la PRL y 

la CYC, se efectúo utilizando 5 µl de los productos de la transcripción reversa con 

una concentración final de 1.5 mM de solución 1 OX con MgC!i, 0.4 µmol/L de 

cada oligonucleótido, 40 ~tmol/L de deoxinucleótidos trifosfato (dNTP"s: dCTP, 

dATP, dGTP, dTTP), 4% de dimetil sulfóxido (SIGMA), y 2.4 U de Taq DNA 

polimerasa (Roche), en un volumen final de 25 µl. La amplificación se efectúo en 

el termociclador automatizado Perkin-Elmer 2400. Se llevaron a cabo 35 ciclos de 
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PCR. Cada ciclo consistió en: .la .desnaturalización a 94°C por 1 min, el 

alineamiento a 58ºC por 1 n1in y la extensión a 72°C por t min. 

Oligonuclcótido 5· GGG rrc ATr ACC AAG GCC ATC 

1 32 208 31d 496 685 

\~ •• 1.~ 
T 

Oligormclcótido 3. TTC AGG ATO AAC CTG GCT GAC 

233 
276 pb 

508 

Figura 3. Las secuencia y posición de los oligonuclcótidos utilizados para la 

am¡llific11ción por PCR del DNAc de la PRL. El oligonuclcótido 5' está localizado en el 

exón 3 y el oligonuclcótido 3' se encuentra locali?.ado entre los exones 4 y 5 del gen de la 

PRL parn eliminar el riesgo de que el producto de l'CR sea contaminado con DNA 

genómico. 

d) Electroforesis en gel de agarosa y transferencia por capilaridad 

Los productos de PCR de PRL y CYC se analizaron por electroforesis en geles de 

agarosa al 1 %, en solución de corrida TBE O.SX. Y se revelaron con tinción de 

bromuro de etidio, el cual se intercala entre las bases apiladas del DNA. El DNAc 

de las muestras se procesó simultáneamente con el marcador de peso molecular 

DNA escalera de 100 pb (GIBCO/BRL). Agua bidestilada se utilizó como control 

de PCR en ausencia de DNA molde y RNA se utilizó como control negativo de 
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RT"'.'PCR en ausencia de RT. Las bandas de los DNAc obtenidos se observaron con 

. radiación uv en un transiluminador. 

Posteriormente, el gel se transfirió por capilaridad a una membrana de nylon, 

Hybon~N+' (Amersham) en solución SSC 1 OX (NaCI 1.5 M. citrato de sodio 

dihid~atado 0.15 M) durante toda la noche. Los ácidos nucleicos se lijaron a la 

'membrana de nylon por radiación con luz UV y posteriormente la membrana se 

hibridó con una sonda de PRL marcada con digoxigenina (PRL-DIG) o con una 

sonda de ciclofilina marcada con digoxigenina (CYC-DIG) según los 

oligonucleótidos utilizados en el PCR. 

e) Southern blot 

Un producto de DNAc específico de 276 pb se confinnó hibridando las membranas 

con una sonda de PRL marcada con digoxigenina (PRL-DIG) por análisis de 

Southem blot, que representa una herramienta muy efectiva para el reconocimiento 

o confirmación el DNA amplificado en la muestra. 

el) Síntesis de la sonda PRL-DIG 

La sonda de PRL marcada con digoxigenina (PRL-DIG) se generó a partir de 

plásmido PBR322-hPRL, mediante PCR, utilizando el estuche comercial PCR DIG 

Probe Syntesis (Roche). La amplificación se llevó a cabo en el tennociclador 

automatizado Perkin-Elmer 2400. Los ciclos consistieron en: la desnaturalización a 

94 ºC por 2 min, 1 O ciclos con incubaciones a 94°C por 15 seg, 60°C por 30 seg y 

nºc por 2 min, seguido por 20 ciclos con incubaciones a 94°C por 15 seg, 58ºC 

por 30 seg y 72°C por 5 min y finalmente una incubación a 72°C por 7 minutos. 
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Posteriormente la sonda PRL-DIG se purificó siguiendo el protocolo de la casa 

comercial QIAGEN, mediante el estuche comercial QIAquick® Spin. 

e2) Reconocimiento del DNAc de PRL mediante hibridación y detección 
inmunológica 

La membrana de nylon con los fragmentos transferidos se prehibridó en solución 

estándar de hibridación (SSC 5X, N-Laurilsarcosina 0.1%, SOS 0.02% y reactivo 

de bloqueo al 1.6 % (Roche) a 68°C, durante toda la noche. Posteriormente, la 

membrana se . hibridó con la sonda específica de PRL-DIG previamente 

desnaturalizada a 97°C durante IO minutos, en la misma solución de prehibridación 

a 60°C durante 24 h. Después la membrana se lavó 2 veces en solución de lavado 1 

(SSC 2X, SDS 0.1 %) a temperatura ambiente y agitación constante durante 15 

minutos seguida por 4 lavados a 68°C en solución de lavado 2 (SSC 0.1 X, SOS 0.1 

%) con agitación constante durante 15 minutos. 

La detección inmunológica se realizó con incubaciones continuas de la membrana 

durante 5 minutos en solución de lavado 3 (Solución de ácido maleico con 0.3% de 

Tween 20 (v/v))y después durante 45 minutos con solución de bloqueo 1 X (Roche). 

Posteriormente, la membrana se incubó durante 45 minutos con anticuerpo anti

DIG 75mU/ml diluido 1:10,000 en solución de bloqueo IX (Roche), que está 

acoplado a fragmentos Fab de la enzima fosfatasa alcalina. Enseguida, la 

membrana se lavó 2 veces durante 15 minutos en solución de lavado 3 y una vez 

durante 5 minutos en solución de detección (Roche). Terminados los lavados, la 

membrana se incubó con revelador CSPD® (Roche) diluido 1 :500 en solución de 

detección durante 5 min, que es desfosforilado por la fosfatasa alcalina unida al 

anticuerpo lo que produce quimioluminiscencia. Posteriormente, se eliminó el 
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exceso de CSPD® y se incubó nuevamente la membrana a 37°C durante :?O 

minutos. Finalmente, la meinbrana se expuso en una película de Rayos X durante 

20 a 30 minutos y se reveló. La densitometria de las bandas obtenidas se midieron 

en el analizador de imágenes Eaglc Eyc y los datos se analizaron mediante la 

prueba estadística de t pareada (n=l 1 ). 

29 



RESULTADOS 

Obtención del plásmido pBIB22-hPl{L y la sonda purificada de PRL 

Mediante la transformación de células Escherichia coli de la cepa DH5a, se obtuvo 

el plúsmido pBR322 conteniendo el DNAc que codifica para la prolactina humana 

(hPRL) denominado pBR322-hPRL. Posteriormente, el plúsmido pBR322-hPRL se 

purificó por la técnica de midipreparación (Figura 4A, carril 2). Dicho plásmido se 

utilizó para la obtención de una sonda purificada de hPRL que se empicó como 

control positivo en el procesamiento de las muestras de RT-PCR de las células 

mononucleares (CMN). Para corroborar el inserto de 914 pb del gen de la hPRL en 

el plásmido, se realizó un corte con la enzima de restricción Pst l. En la Figura 413 

se esquematizan los sitios de restricción a Pst 1 en el plásmido pBR322-hPRL. El 

corte enzimático generó 2 fragmentos de talla esperada de 360 y 554 pb (Figura 

4A, carril 3), previamente reportados por Cooke y colaboradores (Cooke NE et al, 

) 981) (Figura 4B) y un fragmento plasmídico de aproximadamente 4361 pb (Figura 

4A, carril 3) 

A partir del plásmido pBR322-hPRL se obtuvo una sonda específica de hPRL de 

2?6 pb por PCR, y se utilizó como control positivo en el análisis en geles de 

agarosa de los productos de RT-PCR generados del RNAm de las CMN (Figura 5, 

carril 2). Adicionalmente, a partir del mismo plúsmido se obtuvo una sonda de PRL 

marcada con digoxigenina (PRL-DIG), donde la adición de la digoxigenina le dio 

una mayor talla al DNA (Figura 5, carril 3). La PRL-DIG se utilizó para la 

hibridación en el Southern blot de los DNAc blanco generados por RT-PCR de las 

CMN. 
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Figura 4. Análisis en gel de agarosa al 1°/o de la amplificación y corte enzimático del 

plásmido pDIU22-hPRL, y sitios de restricción de Pst 1 en el mismo phísmido. Panel A. las 

bandas fueron reveladas con bromuro de etidio. Carril 1, marcador de DNA escalera de 1 kb 

(GIBCO/BRL); carril 2, pliismido pBR322-hPRL de 5275 pb obtenido por las técnica de 

midipreparación; carril 3, corte enzimático del plásmido con Pst 1, donde se obtuvieron el 

fragmento del pliismido pBR322 de 4361 pb y dos fragmentos de 360 y 554 pb; canil 4, 

marcador de DNA escalera de 100 pb (GIBCO/BRL). Panel B, esquema de los sitios de 

restricción de la enzima Pst 1 en la secuencia del plásmido pBR322-hPRL. 
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Figura 5. Análisis en gel de agarosa al 1 % de la sonda de hPRL purificada y de la 

misma sonda marcada con digoxigcnina (PRL-DIG). Carril 1, marcador de DNA 

cscalcru de 100 pb (GIBCO/BRL); carril 2, sondu purificada de PRL de 276 pb; carril 3, 

sonda de PRL marcada con digoxigenina. 

Características clínicas de los grupos control y con lupus eritematoso 
generalizado 

Se estudiaron 2 grupos: un grupo control, conformado por 19 mujeres sanas con 

una edad promedio de 27.7 ± 5.8 años y un grupo de 14 mujeres con lupus 

eritematoso generalizado (LEG) con una edad promedio de 31.5 ± 6.0 años. Ambos 

grupos estuvieron formados por mujeres con ciclos menstruales regulares, en edad 

reproductiva, sin trastornos endocrinológicos, sin tratamiento hormonal ni 

inmunosupresor. Todas las mujeres estaban en la fase folicular temprana del ciclo 

menstrual (entre los días 5 y 7) al momento del estímulo antidopaminérgico. La 

actividad clínica de la enfermedad fue valorada en un rango de 1 a 1 O puntos en la 

escala del índice MEXSLEDAI, donde un valor mayor de 2 fue considerada activa. 

De acuerdo al criterio anterior se incluyeron 3 pacientes con actividad clínica de 

LEG. 
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Secreción de la PRL por las CMN con y sin estímulo de Con A. 

Las CMN obtenidas en el tiempo basal se incubaron en ausencia (no Con A) o 

presencia de Concavalina A (Con A). La Con A se utilizó con la finalidad de 

potenciar la respuesta, ya que la secreción basal de PRL por las CMN es muy baja. 

La PRL secretada al medio de cultivo se valoró mediante el bioensayo Nb2. 

La secreción de la PRL por las CMN no estimuladas con Con A en el grupo con 

. LEG fue significativamente mayor con respecto a la secreción de la PRL por las 

CMN no estimuladas con Con A del grupo control (Figura 6). El uso de la Con A 

incrementó significativamente la secreción de la PRL sólo por las CMN del grupo 

.control (P< 0.05). Aunque la secreción de PRL por las CMN del grupo con LEG 

aumentó después de la estimulación con Con A, ésta no fue significativamente 

diferente con respecto a la secreción de PRL por las células del grupo control 

también estimuladas con Con A (Figura 6). 

Secreción de la PRL por las CMN en respuesta a mctoclopramida 

Con el objeto de deten11inar la posible influencia de la dopamina en la secreción de 

la PRL por las CMN, las células obtenidas en el tiempo basal (O') y 90 minutos 

después del bloqueo dopaminérgico (90') in vivo de mujeres control y mujeres con 

LEG, se mantuvieron en cultivo en ausencia (no Con A) o presencia de Con A. La 

PRL secretada al medio de cultivo se cuantificó mediante el bioensayo Nb2. 

La secreción de la PRL por las CMN aumentó significativamente en respuesta al 

estímulo con el agente antidopaminérgico sólo en el grupo control, no así en el 

grupo con LEG donde la secreción no se modificó, en condiciones sin estímulo 

mitogénico (Figura 7 no Con A). 
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En presencia de la Con A el estímulo antidopaminérgico no modificó de manera 

significativa la secreción de la PRL por las CMN en ambos gmpos (Figura 7 con 

Con A). 
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Figura 6. Secreción de la PRL basal por células mononuclcarcs del grupo control (CON) y 

grupo con LEG. Las células mononuclcares (CMN) de mujeres sanas y con LEG fueron 

mantenidas en cultivo en medio libre de sueros a una concentración de 1x106 células/mi en 

ausencia (no Con A) o presencia de 4.0 ¡ig/ml de Concavalina A (Con A). La secreción de PRL 

por las CMN se cuantificó mediante el bioensayo Nb2. Los datos están expresados como la 

media± EE de cada grupo. •P<0.05 vs control no Con A. 
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Figura 7. Secreción de la PRL por las CMN en respuesta al bloqueo dopaminérgico 

.con metoclopramid11. Las CMN fueron obtenidas en el tiempo basal (O') y 110 min 

después del bloqueo dopaminérgico (90') de mujeres control (CON) mujeres con LEG. 

Las CMN fueron mantenidas en cultivo en ausencia (no Con A) o presencia de estimulo 

mitogénico (Con A). La secreción de la PRL se valoró mediante el bioensayo Nb2. Los 

datos están expresados como In media ± EE de cada grnpo. •P<0.05 vs t=o· del grupo 

control no Con A. 
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Expresión del RNAm de la PRL en CMN del grupo control y del grupo 
con LEG. 

La expresión del RNAm de la PRL en las CMN se evaluó al ténnino del cultivo. 

Las CMN obtenidas de los grupos control y LEG se mantuvieron en cultivo en 

ausencia (no Con A) o presencia de Con A. El RNA extraído de las células se 

procesó por RT-PCR y Southem blot. 

La expresión del RNAm de la PRL se valoró mediante la densitometría de las 

bandas de PRL que fueron normalizadas contra la densitometría de las bandas del 

RNAm constitutivo de la ciclofilina. La expresión del RNAm de la PRL por las 

CMN no estimuladas mitogénicamente del grupo con LEG fue significativamente 

mayor (p<0.05) en comparación a la expresión del RNAm de la PRL por las CMN 

no estimuladas mitogénicamente del grupo control (Figura 8). En ambos grupos, la 

expresión del RNAm de la PRL aumentó en respuesta a la estimulación mitogénica 

con Con A, sin embargo, el aumento fue estadísticamente significativo sólo en el 

grupo control (Figura 8). 

Expresión del RNAm de la PRL en CMN en respuesta a la 
metoclopra mida 

Con el objeto de determinar la posible influencia del sistema dopaminérgico en la 

expresión del RNAm de la PRL en las CMN, las células se obtuvieron en el tiempo 

basal (O') y 90 minutos después del estímulo con metoclopramida (90') in vivo del 

grupo control y del grupo con LEG. Las CMN obtenidas se mantuvieron en cultivo 

en ausencia (no Con A ) o presencia (Con A) de estimulo mitogénico. Las técnicas 

de RT-PCR y Southem blot se utilizaron para determinar la expresión del RNAm 

de la PRL en las CMN. El RNA total extraído de las CMN fue usado como molde 

para la síntesis de la 1 a cadena de DNAc por retrotranscripción. El DNAc se 
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amplificó por PCR con iniciadores específicos del gen de la PRL y la ciclofilina 

(Figura 3). 
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Figura 8. Ex1>rcsión basal del RNAm de la PRL por las CMN en el grupo control y en el 

grupo con LEG. Las CMN fueron mantenidas en cultivo en ausencia (no Con A) o presencia de 

Con A. La expresión del RNAm de la PRL de las CMN se valoró mediante RT-PCR y Southem 

blot. La densitometrla de las bandas de la PRL fue nonnnliznda con In densitomctria de las 

bandas del RNAm constitutivo de In ciclofilina. Los datos están expresados como la media ± EE 

de cada grupo. *P<0.05 vs t=O' control no Con A 
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Los productos de RT-PCR amplificados correspondientes a la PRL y la ciclofilina 

se separaron en geles de agarosa al 1 %. Las bandas observadas correspondían a 

productos del tamaño esperado de 276 pb para PRL (Figura 9A) y 453 pb para 

ciclofilina (figura 9B). Con este análisis se observó el aumento en la abundancia de 

la banda de la PRL a los 90 minutos del bloqueo dopaminérgico en CMN no 

estimuladas con Con A (Figura 9A, carriles 3 y 4). En CMN estimuladas con Con 

A no hubo diferencia significativa en respuesta a metoclopramida (Figura 9, panel 

A, carriles 5 y 6 ). 
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Figura 9. Análisis en gel de agarosa al 1 % de los fragmentos amplificados de DNAc 

correspondientes a la PRL (panel A) y la ciclofilina (panel O) de las CMN. Carril 1, 

marcador de DNA escalera de 100 pb (GIBCO/BRL); carril 2, 1120 bidcstilada que fue 

usada como control de ausencia de DNA molde; carril 3, CMN obtenidas al t=O' no 

estimuladas Con A en el cultivo; carril 4, CMN obtenidas al t=90' no estimuladas Con A 

en el cultivo; carril 5, CMN obtenidas al t=O' estimuladas con Con A en el cultivo; carril 

6, CMN obtenidas al t=90' estimuladas con Con A en el cultivo; carril 7, control negativo 

de RNA en ausencia de la enzima retrotranscriptasa y procesado por PCR; carril 8A, 

sonda purificada de PRL obtenida del plásmido pBR322-hPRL y carril 8B sonda 

purificada de ciclofilina. La talla de los fragmentos fueron de 276 pb para la PRL y de 

453 pb para la ciclofilina como lo señalan las flechas. 
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Para la confirmación de los productos de RT-PCR separados en geles de agarosa, 

éstos se .transfirieron a membranas de nylon que se hibridaron con la sondas 

específicas de PRL-DIO y CYC-DIO respectivamente. En la figura 1 O se observa 

un Southern blot representativo del análisis de los productos de RT-PCR obtenidos 

de las CMN del grupo control (panel A) y del grupo LEO (panel B) estimuladas y 

no estimuladas con Con A. En este análisis se confirmó específicamente un 

fragmento de 276 pb correspondiente a la PRL que fue generado a partir del DNAc 

de las CMN del grupo control y LEO. Este fragmento tenía un tamaño idéntico al 

obtenido con el DNAc de la sonda de hPRL usada como control positivo (Figura 

1 OA). La expr~sión del gen de la PRL se determinó por la densitometría de las 

bandas del gen de la PRL que fueron normalizadas con la densitometría de las 

bandas del gen constitutivo de la ciclotilina (CYC). En las muestras procesadas en 

ausencia de la enzima transcriptasa reversa, ninguno de los DNAc de LEO y 

control dieron origen a productos de retrotranscripción. Resultados similares fueron 

obtenidos cuando se utilizó agua bidestilada (Figura 1 O). 

La expresión del RNAm de la PRL en las CMN sin estímulo mitogénico aumentó 

posterior al bloqueo dopaminérgico en el grupo control (Figura 1 O, panel A) no así 

en el grupo con LEO donde la expresión del RNAm de la PRL no se modificó 

(Figura 1 O, panel B). 

En respuesta al estímulo mitogénico con la Con A, la expresión del gen de la PRL 

por las CMN no se modificó de forma significativa ni en el grupo control (Figura 

IOA) ni en el grupo con LEO (Figura 1 OB) con respecto a la expresión de las CMN 

obtenidas en el tiempo basal también estimuladas con Con A . 
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Figura 10. La expresión del RNAm de la PRL por las CMN del grupo control y del grupo 

con LEG en respuesht a metoclo¡lramida. La expresión del RNAm de la PRL se analizó por 

RT-PCR y Southcm blot de las CMN obtenidas en el tiempo basal (O') y 90 min después de la 

administración de mctocloprmnida (90') a las mujeres control (panel A) y con LEG (panel B). 

Las CMN fueron mantenidas en cultivo en ausencia (no Con A) o presencia de Con A. Los 

productos de PCR del plásmido pBR322-hPRL e hígado fueron utilizados como control 

positivo, para la PRL y ciclofilina, respectivamente utilizando oligonuclcótidos específicos. 

Agua bidestilada se utilizó como control de PCR en ausencia de DNA molde y RNA se utilizó 

como control negativo de RT-PCR en ausencia de RT. Los productos de PCR amplificados de 

la PRL y la ciclofilina se hibridaron con una sonda cspccilica marcada con digoxigcnina. La 

densitometría de las bandas de PRL fueron nonnalizadas con la densitometría de las bandas de 

la ciclofilina (CYC). *P<0.05 vs t=O' control no Con A. 
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DISCUSIÓN 

La regulación neuroendócrina de la síntesis y secreción de la prolactina (PRL) 

hipofisaria está fundamentalmente bajo la inhibición tónica hipotalámica, que es 

ejercida principalmente por la dopamina a través del eje portal hipotálamo

hipofisario (Larrea retal, 1993; Neill D et al, 1994; Nirn BJ et al, 1996; Freeman 

ME et al, 2000). Adicionalmente, la PRL por si misma modifica la actividad 

dopaminérgica del hipotálamo, regulando tanto la síntesis como la secreción de 

dopamina por un mecanismo de retroalimentación de asa corta (l'erkins NA et al, 

1979). Sin embargo, los mecanismos que regulan la síntesis de la PRL de origen 

Jinfocitario aún no se han establecido. En el presente estudio se demostró que la 

administración por viu oral de un agente antagonista dopaminérgico, la 

metoclopramida, a mujeres en edad reproductiva incre1)1entó tanto la secreción 

como la expresión del gen de la PRL por las células mononuclearcs (CMN) 

obtenidas de sangre venosa. 

En años recientes, el estudio de la influencia de la PRL en el sistema inmunológico 

ha generado gran interés. La PRL se sintetiza y secreta en células del sistema 

inmunológico como los linfocitos (Sabharwal P et al, 1992), los esplenocitos y los 

timocitos, entre otros, en los que además, la PRL estimula su proliferación y 

mitogénesis. Aunado a lo anterior, la presencia de receptores de tipo 03 y Ds de la 

dopamina en la membrana de los linfocitos, y la síntesis de algunas catccolaminas 

corrio la dopamina en estas mismas células (Bergquist J et al, 1994 ), sugiere 

mecanismos de regulación autocrina sobre la síntesis de la PRL. 

Dentro de las diversas patologías que afectan la regulación inmunológica, se 

encuentran fenómenos autoinmunes generalizados que se caracterizan por la 
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presencia de autoanticuerpos contra diversos antígenos propios. El lupus 

eritematoso generalizado (LEG) es la enfermedad cuya patogénesis puede afectar 

simultáneamente a piel, articulaciones, riñón, serosas, sistema nervioso, órganos 

hematopoyéticos, pulmones y corazón. Se sabe que el LEG es más frecuente en 

mujeres embarazadas y en edad reproductiva que en hombres, lo que sugiere que 

las hormonas sexuales pueden tener un papel importante que contribuya n la 

enfermedad. Reportes previos han demostrado que aproximadamente el 30% de los 

pacientes con LEG cursan con hiperprolnctinemin y que existe una alta correlación 

con la actividad de la enfermedad (Jara JL et ni, 1992; Neidhart M, 1996; Jacobi 

AM et al, 2001 ). Sin embargo, esta última evidencia es controversia! ya que otros 

autores han informado que no existe correlación alguna entre la hiperprolactinemia 

y la actividad de la enfcm1edad en los pacientes con LEG (Pnuzner R et ni, 1994; 

Buskila D et al, 1996; Jimena P et al, 1998). Por otra parte, se ha propuesto que un 

agente agonista dopaminérgico, la bromocriptinn, puede ser usado en el tratamiento 

de la enfennedad con la finalidad de disminuir las concentraciones circulantes de la 

PRL (Wplker SE, 2001), lo que resulta en una disminución de la actividad 

autoinmune del LEG. Cuando los pacientes con LEG abandonan el tratamiento con 

bromocriptina el proceso autoinmunitario se exacerba severamente (Compañ

González D et al, 1996). 

Los resultados de este estudio demuestran que las CMN mantenidas en cultivo de 

pacientes con diagnóstico de LEG, secretan mayor cantidad de PRL basal mayor 

que las CMN de sujetos normales, lo que apoya reportes previos (Gutiérrez MA et 

al, 1995; Larrea F et al, 1997). Adicionalmente, se observó que las CMN 

estimuladas in vitro con Concavalina A (Con A) secretaron altas concentraciones 

de PRL en el grupo control y el grupo con LEG. Sin embargo, sólo en el grupo 

control se encontró que la secreción de PRL en respuesta a la Con A era 
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significativamente mayor en comparación a CMN no estimuladas. Estos datos 

sugieren que la PRL es sintétizada por las CMN y que la activación de las células 

por la Con A es un mecanismo para estimular mayor secreción de PRL. Además, 

estos resultados coinciden con estudios previos que demuestran que algunos 

mitogénos como la fitohemaglutinina y la misma Con A tienen influencia en la 

secreción de la PRL (Montgomery et al, 1990; Sabharwal et al, 1992). En el grupo 

con LEO, el estímulo mitogénico de la Con A no modificó la secreción de la PRL 

en las CMN en comparación a las CMN no estimuladas. Esto puede deberse a que 

las células provengan ya activadas de un entamo propicio como parte de la 

enfermedad, lo que provoca la secreción de PRL basal aumentada y la falta de 

respuesta a la Con A in vitro. 

Las CMN obtenidas previo y posterior al bloqueo dopaminérgico se incubaron en 

ausencia o presencia de Con A. En ausencia de la Con A, se demostró el aumento 

significativo en la secreción de PRL en los cultivos de las CMN en respuesta al 

estímulo con el agente antidopaminérgico, sólo en el grupo control. En el grupo con 

LEG, la secreción de PRL por las CMN en cultivo no se modificó en respuesta al 

estímulo con el agente antidopaminérgico. La presencia de la Con A en los cultivos 

de las CMN no modificó la secreción de la PRL de manera significativa en 

··respuesta al estímulo con el agente antidopaminérgico, ni en el grupo control ni el 

grupo con LEG. Los datos sugieren que probablemente las CMN de estas pacientes 

con LEG se encuentran en un estado de activación dado por la enfermedad y se 

pierde el efecto tanto de la metoclopramida como de la Con A. Otra posibilidad es 

que, en personas con LEG, alguno de los mecanismos que se desencadenan para la 

transducción de la señal posterior a la interacción de la dopamina con su receptor se 

encuentre alterado, impidiendo que la dopamina ejerza su acción sobre la secreción 

de la PRL. En el grupo control, donde las CMN se encuentran en ausencia de 
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trastornos, inmunológicos se demostró que el sistema dopaminérgico tiene 

influencia·sÓbre la regulación de la secreción de la PRL. En el grupo con LEG 

. donde. las };ivfN. están afectadas, la regulación por el sistema dopaminérgico se 

enriu~~¡~ ~6di ficada. 

·· .. E~ e~.te:e~tliclio se demostró que la expresión del RNAm de la PRL en las CMN 

·. ··~ii'iVe~idas en cultivo se encuentra aumentada en mujeres con diagnóstico de LEG 

6f1'~6h1paración a la expresión en las CMN de mujeres normales. Adicionalmente, 

Ú;obi~rvó que la expresión del RNAm de la PRL de las CMN estimuladas in vitro 

·¡:anta Con A aumentó en el grupo control y en el grupo con LEG. Sin embargo, 

sólo en el grupo control se observó que la expresión del RNAm de la PRL fue 

significativamente mayor en respuesta a la Con A en comparación a la expresión 

del RNAm de la PRL en las CMN no estimuladas mitogénicamente. 

Las CMN obtenidas previo y posterior al bloqueo con el agente antidopaminérgico 

administrado in vivo se incubaron en ausencia o presencia de Con A. El agente 

antidopaminérgico provocó el aumentó en la expresión del RNAm de la PRL en las 

CMN no estimuladas con Con A, sólo en el grupo control. En el grupo con LEG la 

expresión del RNAm de la PRL no se modificó en respuesta al estímulo 

antidopaminérgico. La presencia de la Con A provocó el aumento en la expresión 

del RNAm de la PRL en ambos grupos, pero no modificó de manera significativa la 

expresión del RNAm de PRL posterior al bloqueo dopaminérgico con la 

metoclopramida. Similar a lo que ocurre con la secreción de la PRL por las CMN, 

la expresión del RNAm de la PRL en estas células de pacientes con LEG no 

.. responden al estímulo con el agente antidopaminérgico y a la Con A porque 

provienen de un medio en el cual están ya activadas por el trastorno inmunológico 

que presenta. 
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Diversos estudios han demostrado la expresión del RNAm de la PRL en células del 

sistema inmunológico, lo que implica que la PRL es sintetizada localmente 

(DiMattia GE et al, 1988, Shan GN et al, 1990; Sabharwal P et al, 1992; Wu 1-1 et 

.• al; 1996; Larrea F et al, 1997). La transcripción del gen de la PRL en estas células 

es· regulada directamente por un promotor alterno, produciendo localmente una 

. molécula de PRL con funciones de citocina. El transcrito extrahipofisario es 134 pb 

más largo que el hipofisario debido a que el RNAm de la PRL presenta un exón 

adicional no codificante, el cual sufre un empalme alternativo con el exón 1. 

Ambos transcritos, tanto el hipolisario como el extrahipofisario, generan un 

producto de traducción idéntico. La expresión del gen de la PRL en tejidos 

extrahipofisarios a diferencia de la hipofisaria, es independiente del factor de 

transcripción Pit-1 (Berwaer et al, 1994) debido a la presencia del promotor alterno. 

Sin embargo, los mecanismos moleculares que regulan la expresión del gen de la 

PRL en las células del sistema inmunológico humano no han sido dilucidados. 

En Ja hipófisis, Ja dopamina regula la síntesis de la PRL a través de la unión a su 

· recept()Í-. Este receptor se encuentra acoplado a proteínas G inhibitorias que 

· s~~~i~i.~n una respuesta celular dependiente de AMPc. Después del suceso inicial 

de )~;formación de AMPc a partir de ATP por acción de la adenilato ciclasa, el 

AIVl~~:~ su·~ez activa a la proteína cinasa A (PKA), que fosforila en residuos de 

se~Írla-1) tieonina a la proteína de unión dependiente de AMPc (CREB). El CREB 

ya fosforilado, se une al factor de transcripción Pit-1 que regula la transcripción del 
. ;; ~ .• '.' .. ~:. 

gen d~ la PRL. Pit-1 es el principal regulador de Ja transcripción de PRL a nivel 

hipofisario. 

En· 1a región proximal del promotor del gen de la PRL extrahipofisaria se ha 

encontrado un elemento de respuesta que regula parcialmente Ja respuesta por AMP 
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cíclico (CRE) (Liang J et al, 1992). La activación de la transcripción del gen de 

PRL por el promotor alterrio en las células T, dada tanto por AMPc como por 

activadores de células T como la fitohemaglutinina, es particulanncntc 

dependientes de CRE, lo implica que una proteína de unión a CRE (CREB) o algún 

miembro de esta familia esta relacionada en la expresión del gen de la PRL 

linfocitaria. Adicionalmente, reportes previos han seiialado que la transcripción 

linfocitaria del gen de PRL es independiente de Pit-1 (Berwaer et al, 1994), pero 

que CREB modifica la expresión del gen de la PRL. De acuerdo a los resultados de 

la presente tesis, el sistema dopaminérgico tiene influencia sobre el gen de la PRL 

en las CMN, ·al igual que en la hipófisis. La dopamina posiblemente tenga 

influencia directa sobre la expresión del gen de la PRL a través de la activación de 

CRE. Quedaría por dilucidar a través de que moléculas se está regulando la 

iran~cdpción del gen de PRL. 

E~ . conclusión, los resultados del presente estudio demuestran que existen 

m·e~~nismos de regulación de la PRL por el sistema dopaminérgico a nivel 
·:'·,.-

.in111unológico de manera similar a lo que ocurre a nivel hipofisario, y que esta 

.. ·. regulación está alterada en condiciones de autoinmunidad. Con base en estos 

hallazgos, queda por explorar la participación de la dopamina en la regulación de la 

síntesis y la secreción de la PRL linfocitaria en estados nonnales y de 

autoinmunidad como el lupus eritematoso generalizado. 
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CONCLUSIONES 

• La secreción y la expresión basal del RNAm de la prolactina (PRL) linfocitaria 

es mayor en el lupus eritematoso generalizado (LEG) que en condiciones 

normales. 

• El sistema dopaminérgico participa en los mecanismos de regulación de la PRL 

en el sistema inmunológico. 

• Los resultados del presente estudio sugieren la presencia de modificaciones en 

la regulación de la secreción y la expresión del gen de la PRL linfocitaria en 

condiciones de autoinmunidad como el LEG. 
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Transformación de células competentes 

a) Medio de cultivo LB sólido (Luria Bertani ) 

1 Og peptona grado bacteriológico 

Sg extracto de levadura grado bacteriológico 

IOg NaCI 

l Sg agar grado bacteriológico 

Agua c.b.p. 1000 mi 

Se ajustó el pH a 7.4 con NaOH y se esterilizó en el autoclave. 

b) Solución de tetraciclina 

c) Medio de cultivo LB líquido 

1 O g peptona grado bacteriológico 

Sg extracto de levadura grado bacteriológico 

lOg NaCI 

Se ajustó el pH a 7.4 con NaOH 

APÉNDICE 

Se aforó con agua c.b.p. 1000 mi, se agregó el agar y se esterilizó en el autoclave 

d) E. coli cepa Dl-15a 

c) Glicerol 

Hibridación 

a) Solución estándar de hibridación 

sxssc 
0.1 % N-Laurilsarcosina 

0.02% sos 
1.6% reactivo de bloqueo (Roche) 
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b) Soluciones de lavado post-hibridación 

1) 2X SSC, 0.1% SOS 

2) O.IX SSC, 0.1% SOS 

Detección inmunológica 

a) Solución de ácido maleico 

0.1 M Acido malcico 

0.15 M NaCI 

Se ajustó a pH 7.5 con NaOH 

b) Solución de lavado 

Solución de ácido maleico con 0.3% de Tween 20 (v/v) 

e) Solución de detección 

0.1 M Tris-HCl 

0.2MNaCI 

SOmMMgCh 

Se ajustó a pH 9.5 con NaOI-1 

d) Solución de bloqueo IX 

Dilución 1 :10 de la solución de bloqueo 10 X (concentrado) en solución de ácido 

maleico. 
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